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Comparison of four methods for DNA extraction from paraffin-embedded tissues    
Yuan Ya-ting1, Jiang Yue-xin1, Yin Xiao-wen2, Jiang Xing-tang2 
Abstract 
BACKGROUND: Because of the damage of formalin-fixed paraffin-embedded tissue (FFPET) to DNA during the production and 
preservation, it is difficult to extract high quality and sufficient DNA for the following researches such as polymerase chain reaction 
(PCR). Therefore, it is essential and urgent to investigate an effective and economic method for extraction of DNA from FFPET. 
OBJECTIVE: To investigate the influence of four DNA extraction methods for FFPET on DNA quality, and to identify the optimal 
method for DNA extraction from FFPET.  
METHODS: Twenty formalin-fixed, paraffin-embedded non-small cell lung cancer (NSCLC) tissue specimens were selected and 
divided into four groups according to the method for DNA extraction. Four methods included xylene dewaxing and 
phenol-chloroform method, improved TES dewaxing with water-bath and phenol-chloroform method, genomic DNA extraction kit, 
improved TES dewaxing with water-bath and genomic DNA extraction kit. The quality of obtained DNA was analyzed by 
electrophoresis and PCR amplification.  
RESULTS AND CONCLUSION: For paraffin-embedded tissue specimens, better DNA fragments could be obtained by using the 
improved TES dewaxing with water-bath and phenol-chloroform method and improved TES dewaxing with water-bath and 
genomic DNA extraction kit. The A260/A280 ratio of DNA obtained by using improved TES dewaxing with water-bath and 
phenol-chloroform method and improved TES dewaxing with water-bath and genomic DNA extraction kit were statistically different 
from genomic DNA extraction kit (P < 0.01). There was no significant difference in efficiency among four mehtods (P > 0.1). The 
aim trips were as bright as the positive control when using the DNA extraction by improved TES dewaxing with water-bath and 
phenol-chloroform method as the template. The results demonstrated that improved TES dewaxing with water-bath and 
phenol-chloroform method is an optimal method for extraction of DNA from FFPET. 
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种简便有效且经济实用的石蜡包埋组织 DNA 提取方法成为研究者们关注和亟待解决的问题。 
目的：比较甲醛固定石蜡包埋组织中 4 种提取 DNA 的方法对 DNA 质量的影响，探讨一种操作简便、污染少、经济实用的石
蜡包埋组织中提取 DNA 的方法。 
方法：取手术切除的普通甲醛固定石蜡包埋的非小细胞肺癌组织标本 20 例，分别以二甲苯脱蜡-酚氯仿法、改良 TES 水浴
脱蜡-酚氯仿法、试剂盒法和改良 TES 水浴脱蜡-试剂盒抽提 DNA 法提取其 DNA，然后进行电泳分析、紫外分光光度计测定
A260/A280比值及 PCR 扩增。 
结果与结论：改良 TES 水浴脱蜡-酚氯仿法和改良 TES 水浴脱蜡-试剂盒抽提 DNA 法可获得较大的 DNA 片段，且两种方法
与试剂盒法所提取 DNA 的 A260/A280值相比较，均有显著性意义(P < 0.05)，4 种方法的提取效率差异无显著性意义(P > 0.1)，
以改良 TES 水浴脱蜡-酚氯仿法所得 DNA 为模板，扩增的目的条带亮度与阳性对照相当。结果证实改良 TES 水浴脱蜡-酚
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步骤1：向装有组织切片的Ep管中加入   
1 mL二甲苯，振荡混匀10 s，室温全速离心    
2 min，弃上清，加入1 mL无水乙醇，充分混匀，
室温全速离心2 min，弃上清。打开Ep管盖，  
37 ℃孵育10 min，或直到残余乙醇全部挥发。 
步骤2：在已脱蜡的组织切片管内加入  
500 µLTET溶液和30 µL蛋白酶K，37 ℃水浴过
夜。 
步骤3：在已消化过夜的组织中加入500 µL 
Tris-饱和酚，充分振荡，4 ℃ 13 000 r/min离心
10 min，取上清，加入250 µL Tris-饱和酚、   
250 µL氯仿/异戊醇(24∶1)，轻轻翻转10 min，
4 ℃ 13 000 r/min离心10 min，取上清并加入  
1 mL预冷的无水乙醇及30 µL 3 mol/L NaAc，
充分混匀，-20 ℃过夜。4 13℃  000 r/min离
心15 min，弃上清。向Ep管中加入1 mL体积
分数为75%的乙醇，轻轻翻转3 min，4 ℃   
13 000 r/min离心15 min，弃上清，室温干燥
20 min或直至酒精完全挥发，加入50 µL TE缓
冲液溶解DNA(-20 ℃保存)。 
方法2：改良TES水浴脱蜡-酚氯仿法。 
步骤1：向装有组织切片的Ep管中加入   
1 mL TES溶液，充分振荡，70 ℃水浴30 min，
再次振荡，4 ℃ 13 000离心15 min，弃上清。
重复该步骤共3遍。 
步骤2：在已脱蜡的组织切片管内加入 
500 µL TET溶液和30 µL蛋白酶K，37 ℃水浴
过夜。 
步骤3：在已消化过夜的组织中加入500 µL 
Tris-饱和酚，充分振荡，4 13℃  000 r/min离心
10 min，取上清，加入250 µLTris-饱和酚、   
250 µL氯仿/异戊醇(24∶1)，轻轻翻转10 min，
4 13℃  000 rpm离心10 min，取上清并加入   
1 mL预冷的无水乙醇及30 µL 3 mol/L NaAc，
充分混匀，-20 ℃过夜。4 13℃  000 r/min离
心15 min，弃上清。向Ep管中加入1 mL体积
分数为75%的乙醇，轻轻翻转3 min，4 ℃    
13 000 r/min离心15 min，弃上清，室温干燥




步骤1：向装有组织切片的Ep管中加入   






180 µL Buffer ATL和20 µL蛋白酶K(试剂盒自
带)，充分混匀，56 ℃水浴1 h。 
步骤3：90 ℃水浴1 h，短暂离心1.5 mL Ep
管，迅速加入200 µL BufferAL和200 µL无水乙
醇，充分混匀，短暂离心。 
步骤4：小心转移全部消化物至QIAamp层
析柱(放在2 mL收集管中) 中，盖上盖子，20 ℃ 
8 000 r/min离心3 min，将柱子放入1个干净的
收集管中，弃去原先的收集管。小心打开柱子，
加入500 µL Buffer AW1，盖上盖子，20 ℃    




(10 mmolTris-Hcl，1 mmol EDTA， 
0.5%SDS)、TET 溶液(100 mmol 
Tris-Hcl，1mmolEDTA， 
1%TritonX-100)、各种溶剂及化 
蛋白酶 K(20 g/L)                          
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit              
Blood Genome DNA Extraction 
Kit、DNA 聚合酶  
台式低温高速离心机(5415R)                
数显电热恒温水浴槽(DK-8D)               
 
紫外分光光度计(SmartSpec Plus)、         
凝胶成像分析系统(GEL DOC XR)、 
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收集管中，弃去原先的收集管。小心打开柱子，加入  
500 µL Buffer AW2，盖上盖子，20 ℃ 8 000 r/min离心  
3 min，将柱子放入1个干净的收集管中，弃去原先的收
集管，20 ℃全速离心3 min，使膜完全干燥。 
步骤5：将柱子放入1个1.5 mL干净的Ep管(未提供)
中，弃去原先的收集管。小心打开柱子，加入50 µL Buffer 




液，充分振荡，70 ℃水浴30 min，再次振荡，4 ℃     
13 000 r/min离心15 min，弃上清。重复该步骤共3遍。 
步骤2：在已脱蜡的组织切片管内加入500 µL TET
溶液和30 µL蛋白酶K，37 ℃水浴过夜。 
步骤3：短暂离心1.5 mL Ep管，迅速加入200 µL 
BufferAL和200 µL无水乙醇，充分混匀，短暂离心。 
步骤4：小心转移全部消化物至QIAamp层析柱(放
在2 mL收集管中)中，盖上盖子，20 ℃ 8 000 r/min离心
3 min，将柱子放入1个干净的收集管中，弃去原先的收
集管。小心打开柱子，加入500 µL Buffer AW1，盖上盖
子，20 ℃ 8 000 r/min离心3 min，将柱子放入1个干净
的收集管中，弃去原先的收集管。小心打开柱子，加入
500 µL Buffer AW2，盖上盖子，20 ℃ 8 000 r/min离心  
3 min，将柱子放入1个干净的收集管中，弃去原先的收
集管，20 ℃全速离心3 min，使膜完全干燥。 
步骤5：将柱子放入1个1.5 mL干净的Ep管(未提供)
中，弃去原先的收集管。小心打开柱子，加入50 µL Buffer 




DNA加1 µL 6×Loading Buffer混匀，5 µL从血液中提取
的基因组DNA作为阳性对照，5 µL H2O作为阴性对照，
Marker 5 µL同时上样，在1.0%的琼脂糖凝胶中以80 V
电泳30 min，在紫外凝胶成像系统下观察所提取基因组
DNA的电泳胶图。  
DNA纯度鉴定及4种方法的提取效率比较：各取   










段长度为311 bp。上游引物序列为：5’-TCG CCA GCC 
ATA AGT CCT CG-3’ ，下游引物序列为：5’-GGA AAA 
TGC TGG CTG ACC TAA AG-3’。PCR体系为50 µL，
其中含模板200 ng，10×PCR Buffer 5 µL，dNTP Mix  
(各2.5 mmol/L) 4 µL，5 µmol/L上、下游引物各4 µL，
1.25 u Pyrobest DNA Polymerase(TaKaRa)。以血液提
取的基因组DNA为模板作为阳性对照，以H2O为模板作
为阴性对照。PCR反应条件：95 ℃变性5 min，扩增温
度95 ℃ 30 s，65 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，共40个循环，
最后72 ℃延伸7 min，4 ℃保存。 
PCR扩增产物的鉴定：取扩增产物5 µL和1 µL 










进行卡方检验，P < 0.05为差异有显著性意义。 
   
2  结果 
 






















Figure 1  Identification of genomic DNA from paraffin-embedded 
lung cancer tissues in 1.0% agarose gel 
图 1  石蜡包埋肺癌组织中所提取基因组 DNA 在 1.0%琼 
脂糖凝胶中电泳的图谱 
M1   1    2    3    4    P    N   M2 
M1: DL5000; 1: xylene dewaxing and phenol-chloroform method; 2: 
improved TES dewaxing with water-bath and phenol-chloroform method; 
3: genomic DNA extraction kit; 4: improved TES dewaxing with water-bath 
and genomic DNA extraction kit; P: positive control (genomic DNA of 
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表 2  不同提取方法所得 DNA 的 A260/A280值 
Table 2  A260/A280 of DNA obtained by four methods 
Method 1: xylene dewaxing and phenol-chloroform method; method 2: 
improved TES dewaxing with water-bath and phenol-chloroform method; 
method 3: genomic DNA extraction kit; 4: improved TES dewaxing with 
water-bath and genomic DNA extraction kit; method 4: improved TES de-
waxing with water-bath and genomic DNA extraction kit   
No. Method 1 Method 2 Method 3 Method 4 
 1 1.68 1.56 1.87 1.87 
 2 1.68 1.72 1.91 2.00 
 3 1.56 1.71 1.92 1.85 
 4 1.78 1.70 1.95 1.88 
 5 1.68 1.80 1.98 1.88 
 6 1.79 1.75 1.89 2.13 
 7 2.07 1.62 1.53 1.84 
 8 2.15 1.45 1.92 1.88 
 9 1.82 1.91 1.95 1.74 
10 1.83 1.80 1.85 1.56 
11 1.88 1.94 1.98 1.72 
12 1.89 1.97 2.00 1.53 
13 1.70 1.90 1.97 1.66 
14 1.90 1.60 1.73 1.55 
15 1.84 1.57 1.95 1.86 
16 1.62 1.56 2.36 1.68 
17 1.83 1.92 1.74 1.74 
18 1.88 1.53 1.97 1.69 
19 1.84 1.50 2.26 1.75 
20    1.94 1.49 2.00 1.59 
Figure 2  Obtained DNA was aplified by RCR with primer of 
311 bp EGFR exon 21 in 2.0% agarose gel 
图 2  不同方法所得 DNA 以 311bp EGFR 外显子 21 引物扩
增结果在 2.0%琼脂糖凝胶中的电泳图谱 
M     1    2     3    4     P    N   
M: markerⅠ; 1: xylene dewaxing and phenol-chloroform method; 2: 
improved TES dewaxing with water-bath and phenol-chloroform method; 
3: genomic DNA extraction kit; 4: improved TES dewaxing with water-bath 
and genomic DNA extraction kit; P: positive control (DNA amplification 
product of normal human blood); N: negative control 
表 1  不同方法的提取效率比较 
Table 1  Efficiency comparison of the four methods 
Method 1: xylene dewaxing and phenol-chloroform method; method 2: 
improved TES dewaxing with water-bath and phenol-chloroform method; 
method 3: genomic DNA extraction kit; 4: improved TES dewaxing with 
water-bath and genomic DNA extraction kit; method 4: improved TES 
dewaxing with water-bath and genomic DNA extraction kit   
A260/A280  Method 1  Method 2 Method 3  Method 4 (1.6-1.8)
n  
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